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ZUSAMMENFASSUNG 
Untersuchungen zur Populationsstruktur von enterohämorrhagischen 
Escherichia coli der Serogruppe O111 
Meng Natalia  
Enterohämorrhagische E. coli (EHEC) der Serogruppe O111 werden weltweit zunehmend 
als Erreger von Enteritiden, hämorrhagischer Colitis und hämolytisch – urämischen 
Syndrom identifiziert. Die schnelle und sichere Isolierung von EHEC – Stämmen aus 
Stuhlproben von Patienten ist erforderlich, um die klinische Diagnose zu stellen und um 
die Infektionsquellen und Übertragungswege aufzuklären. Die Populationsstruktur von 
EHEC O111 ist noch weitgehend unbekannt. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit eine 
phänotypische und genotypische Charakterisierung dieser wichtigen Krankheitserreger 
durchgeführt. Zunächst wurde das Wachstumsverhalten von 22 EHEC O111 auf Sorbit – 
MacConkey – Agar (SMAC) und Enterohämolysin – Agar überprüft. Hierbei zeigte sich, 
dass 81,8% der Stämme Sorbit fermentierten. Bis auf eine Ausnahme verursachten die 
EHEC O111 auf Enterohämolysin – Agar eine Hämolyse, die durch kleine trübe 
Hämolysehöfe gekennzeichnet war. Das für den enterohämolytischen Phänotyp 
verantwortliche EHEC – hlyA – Gen konnte bei 21 der 22 EHEC O111 nachgewiesen 
werden. Da 20 der 22 EHEC O111 unbeweglich waren wurde überprüft, ob das für das H 
– Antigen kodierende fliC – Gen vorhanden war. Die Ergebnisse unserer  Analysen 
zeigten, dass alle 22 EHEC O111 das fliC – Gen beherbergten. Für die Einordnung von 
unbeweglichen EHEC O111 konnte die auf der Restriktionsenzymanalyse und DNA – 
Sequenz basierende fliC – Typisierung erfolgreich durchgeführt werden. Alle 
unbeweglichen EHEC O111 besaßen das für das H8 – Antigen  kodierende fliC – Gen. 
Weitere Untersuchungen ergaben, dass alle 22 EHEC O111 das stx1 – Gen besitzen. 
Dies lag entweder alleine (15 Stämme)  oder zusammen mit dem stx2 – Gen (7 Stämme) 
vor. Das eae – Gen wurde bei 20 der 22 EHEC O111 nachgewiesen. Unsere Ergebnisse 
zeigen, dass EHEC O111, obwohl sie in der Regel unbeweglich sind, ein für das H8 – 
Antigen kodierenden fliC – Gen besitzen. Diese Eigenschaft kann für epidemiologische 
Untersuchung genutzt werden. Das Vorkommen des stx1 – Gens scheint charakteristisch 
zu sein, ebenso die Expression zusätzlicher Pathogenitätsfaktoren (Intimin, EHEC – 
Hämolysin). Diese Eigenschaften könnten für die hohe Virulenz der EHEC O111 
verantwortlich sein. 
Tag der mündlichen Prüfung: 15.02.2006
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bp      Basenpaare 
dNTP     Desoxynukleotidtriphosphat 
eae      EHEC attaching and effacing – Gen  
EAEC     enteroaggregative E. coli 
EDTA     Ethylendiamintetraessigsäure 
EHEC     enterohämorrhagische E. coli 
EHEC – hly     EHEC – Hämolysin – Gen     
EIEC      enteroinvasive E. coli 
ETEC     enterotoxische E. coli 
fliC     Flagellin  – Gen 
HUS      hämolytisch – urämisches Syndrom 
kb     Kilobasen 
kDa     Kilodalton 
LB     Luria – Bertani Medium 
LEE      Locus of Enterocyte Effacement  
PCR     Polymerase Kettenreaktion 
stx      Shiga Toxin – Gen 
Stx     Shiga Toxin 
Taq DNA Polymerase  Thermus aquaticus DNA Polymerase 
TBE     Tris – Borat – EDTA – Puffer 
U     Unit 
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1. Einleitung 
 
Escherichia coli ist ein Bewohner des menschlichen und tierischen Darms. 
Diese fakultativ anaeroben Stäbchenbakterien spielen eine wichtige Rolle in 
den symbiotischen Beziehungen zwischen Wirtsorganismus und Darmflora.  
E. coli Stämme zeichnen sich durch eine hohe Variabilität aus (28). Diese 
Tatsache könnte mit einer bereits sehr langen Periode der Koadaptation 
zwischen E. coli und Primaten zusammenhängen. Neben apathogenen E. coli 
gehören auch die fakultativ pathogenen E. coli zur Normalflora des Colons. 
Insbesondere die fakultativ pathogenen E. coli verursachen endogene 
Infektionen (Harnwege, Wunden, Blutbahn). Allerdings kennt man bei dieser 
Bakterienspezies auch ein breites Spektrum von darmpathogenen Wirktypen: 
enterotoxinbildende E. coli (ETEC), enteroinvasive E. coli (EIEC), 
enteroaggregative E. coli (EAEC) und enterohämorrhagische E. coli (EHEC). 
Die Pathogenität dieser Stämme liegt darin begründet, dass bestimmte 
Faktoren, wie Adhäsine, Invasine und  Toxine von diesen gebildet werden, die 
für diese Pathovare charakteristische Virulenzmuster ausbilden (24, 28, 33). 
 
EHEC sind begeißelte oder unbegeißelte gramnegative Stäbchen, die aufgrund 
ihrer Antigen – Struktur zu verschiedenen Serovaren gehören. Bei der Mehrzahl 
der klinischen Isolate sind außer den Shiga Toxinen (Stx) noch andere 
Pathogenitätsfaktoren nachweisbar (14, 15, 16, 18, 19, 22, 30, 37, 38, 51, 52, 
55, 59, 64, 92, 101, 121).  Plasmide und Bakteriophagen dienen bei den 
pathogenen E. coli als mobile Träger von Virulenz assoziierten Genen (22, 44, 
45, 67, 84, 91, 101, 102, 104, 105, 107, 122). Auch Pathogenitätsinseln sind an 
der Ausbreitung von Pathogenitätsgenen beteiligt (51, 109, 121, 125). Das 
bislang einzig bekannte gemeinsame Merkmal aller EHEC ist die Fähigkeit zur 
Produktion von Stx (85). Diese werden aufgrund ihrer zytotoxischen Wirkung 
auf Verozellen (transformierte Affennierenepithelzellen) auch als „Verotoxine“ 
bezeichnet (56, 61). Entsprechend ihrer biologischen Aktivität werden Stx zur 
Familie der Ribosomen inaktivierenden Proteine gezählt. Stx sind abhängig 
vom Gewebe extrem potente Zellgifte. Die bifunktionellen Holotoxine bestehen 
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aus einer A – Untereinheit und fünf B – Untereinheiten. Die B – Untereinheiten 
vermitteln die Lektin – ähnliche Bindung des Holotoxins an die 
Glykosphingolipid – Rezeptoren der Zielzellen, in erster Linie das 
Globotriaosylzeramid (Gb3) (71). Die Aufnahme in die Zielzelle erfolgt über 
Clathrin – vermittelte Endozytose. Die A – Untereinheit hydrolysiert einen 
spezifischen Adenylrest der ribosomalen RNA; dies hat eine sterische 
Veränderung des Aktionszentrums der Elongationsfaktoren und die Blockierung 
der Peptidbiosynthese zur Folge (17, 45, 50, 59, 86, 97). Bei den Stx lassen 
sich serologisch zwei Hauptgruppen unterscheiden, die als Stx1 und Stx2 
bezeichnet werden. Zur Stx2 – Familie zählen das klassische Stx2 sowie die als 
Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f und Stx2g bezeichneten Varianten (35, 36, 39, 53, 
68, 83, 95, 103,117). Auch Varianten des Stx1 wurden beschrieben (23, 65, 
124). EHEC Stämme können mehr als einen Toxintyp beherbergen (35, 36, 39, 
44, 79). Die für Stx – kodierende Gene liegen im Genom temperenter, 
lambdoider Bakteriophagen (44, 45). 
 
In Bezug auf die Pathogenese der Erkrankung und die klinische Präsentation 
lassen sich zwei Phasen unterscheiden. Die enterale Infektion wird durch die 
hohe Säureresistenz der EHEC begünstigt (34). Die EHEC Bakterien besitzen 
im Gegensatz zu Salmonellen und Shigellen keine invasiven Eigenschaften  
und werden deshalb nur extrem selten in Blutkulturen nachgewiesen. Etwa eine 
Woche nach Beginn der enteralen Symptomatik können extraintestinale 
Komplikationen wie das hämolytisch – urämische Syndrom (HUS) auftreten (4, 
5, 6, 7, 20, 21, 25, 27, 29, 40, 41, 58, 64, 72, 93, 99, 106, 110, 115). Dem 
pathogenetischen Geschehen liegt nach der derzeit gängigen Vorstellung eine 
Schädigung des Endothels durch die Stx zugrunde, wobei die schwersten 
Veränderungen im renalen Gefäßendothel gefunden werden (75). Die sich an 
der Endothelschädigung bildenden Mikrothromben führen vermutlich zur 
Mikroangiopathie mit konsekutiver Hämolyse und Thrombozytopenie. Nach 
einer parazellulären Translokation binden Stx an Granulozyten und werden von 
diesen aus dem Darm über die Blutbahn zu den glomerulären Endothelzellen 
transportiert (111, 112, 113).  
3 
Ein Merkmal zahlreicher EHEC Stämme ist die Bildung so genannter „Attaching 
and Effacing" – Läsionen an Enterozyten (121). Die für die Ausbildung der 
charakteristischen „Attaching and Effacing" – Läsionen verantwortliche 
genetische Information liegt auf einer als LEE (Locus of Enterocyte Effacement) 
bezeichneten Pathogenitätsinsel im EHEC – Chromosom (59, 94, 110). Das 
eae – Gen kodiert für ein als Intimin bezeichnetes Protein. Neben der 
Pathogenitätsinsel und den Toxinphagen besitzen die meisten EHEC Stämme 
große Plasmide (69, 70, 98, 100). Zu den Plasmid – kodierten 
Virulenzdeterminanten zählt das EHEC – Hämolysin (101).  
 
EHEC verursachen auf Blutagarplatten eine spezielle Hämolyse, die als 
enterohämolytischer Phänotyp bezeichnet wird (9, 10, 101). Hierbei bilden sich 
nach 18 – bis 24 – stündiger Bebrütung kleine trübe Hämolysehöfe um die 
Kolonien (9). Die molekulare Untersuchung dieses Phänomens führte zur 
Identifizierung des für diesen Phänotyp verantwortlichen Proteins und seiner 
Gene. Diese sind in einem Operon, dem sogenannten EHEC – Hämolysin – 
Operon, organisiert und für die Synthese, Aktivierung und den Transport des 
EHEC – Hämolysins verantwortlich. Das EHEC – Hämolysin ist ein 107 kDa 
großes Protein, das in Wildtyp – Bakterien sowohl zellassoziiert als auch in 
geringem Maß zellfrei vorkommt. EHEC – Hämolysin ist ein porenbildendes 
Zytolysin (101).  
 
Die darmpathogenen E. coli haben auch eine unterschiedliche Epidemiologie. 
Neben dem Serotyp O157:H7 werden heute auch andere Serotypen, 
sogenannte non – O157 EHEC, in steigendem  Maße bei Infektionen des 
Menschen beobachtet, besonders die Serotypen O26:H11, O111:H8/H¯, 
O103:H2 und O145:H25/H28/H¯. EHEC besitzen eine hohe Infektiosität. Als 
wichtigste Übertragungswege gelten rohe Lebensmittel, kontaminiertes Wasser, 
Tierkontakte und Schmierinfektionen von Mensch zu Mensch (1, 2, 3, 5, 6, 8, 
11, 12, 24, 31, 47, 48, 49, 60, 62, 76, 77, 78, 80, 81, 87, 89, 90, 100, 114). 
Wiederkäuer, aber auch andere Tiere gelten als natürliches Reservoir der 
EHEC (11, 13, 26, 42, 43, 46, 66, 118).   
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Die Behandlung der EHEC – Infektion kann nur symptomatisch durchgeführt 
werden und erfordert bei HUS Intensivtherapie und Dialyse (110). Impfstoffe zur 
Prävention der EHEC – Infektion stehen bis heute nicht zur Verfügung. Die 
Gabe von Antibiotika ist wegen der dadurch vermehrten Freisetzung von 
Toxinen kontraindiziert (120).  
 
Durch die Bestimmung der O – und H – Antigene wurde ein System der 
Subdifferenzierung entwickelt, welches als Serotypie bezeichnet wird. Als 
Serotyp wird der durch die Identifizierung des O – Antigens bzw. des H – 
Antigens mittels Antiseren gekennzeichnete Stamm bezeichnet. Die Serotypie 
stellt aufgrund des umfangsreichen Polymorphismus der O – und H – Antigene 
auch heute noch eine grundlegende Methode dar. Das H – Antigen besteht aus 
der Flagelle, die aus einem einzigen Protein, dem Flagellin zusammengesetzt 
ist. Dieses wird durch das fliC  – Gen kodiert (82).  
 
EHEC O111 ist häufig mit Enteritiden, hämorrhagischer Colitis und hämolytisch 
– urämischen Syndrom assoziiert (54, 58, 69). Über die Virulenzfaktoren dieser 
Krankheitserreger ist noch relativ wenig bekannt. Ziel der vorliegenden Arbeit 
war deshalb, eine  Untersuchung zur Populationsstruktur von EHEC O111 – 
Stämmen durchzuführen. Für diese Untersuchung sollten Patientenisolate 
verwendet werden.  
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2. Experimentalteil  
 
2.1 Geräte, Chemikalien und sonstige Materialien 
 
2.1.1 Geräte  
 
Brutschränke   Heraeus, Hanau, verschiedene Modelle 
Elektrophoresekammern BioRad, München, mini – Protean – II – Dual 
Slab  
Elektrophorese – Netzteile  BioRad, München, Modelle 3000Xi, 300,  
     Biometra, Göttingen, Modelle P23, P24  
Foto – Dokumentationsanlage Intas, Göttingen, Micro – Cam 3000 
Heizplatte    MR 3001,heidolph instruments 
Mikrowelle    AEG, Frankfurt am Main, Micromat  
pH – Meter    Schott, Labor – pH – Meter CG842 
Schüttel – Inkubator  B. Braun, Melsungen, Certomat R/H 
Sicherheitswerkbank  BDK, Sonnenbühl – Genkingen  
Thermocycler   T Personal, Whatman Biometra, Göttingen 
Thermomixer   Eppendorf, Hamburg, comfort  
Tischinkubator   Eppendorf, Hamburg, Thermostat 5320 
Tischzentrifugen   Eppendorf, Hamburg, Centrifuge 5417 R  
UV – DNA – Linker    UVP CL – 1000, Crosslinker 
Vortexer    Merck, Darmstadt, Modell Test Tube Shaker  
     MELB1719 
Waagen    Ohaus, Scout II  
Wipp – Schüttler   Assistent, Glaswarenfabrik Karl Hecht, Modell  
     348/1  
Zentrifuge    Eppendorf, Hamburg 5404 R 
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2.1.2 Chemikalien  
 
Alle Chemikalien wurden, soweit nicht abweichend vermerkt, in p.A. – Qualität 
von den Firmen Biomol GmbH (Hamburg), Difco (Augsburg), Merck 
(Darmstadt), New England Biolabs GmbH (Frankfurt am Main), peqlab 
Biotechnologie GmbH (Erlangen), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und 
Sigma – ARK GmbH (Darmstadt) bezogen. Spezielle Chemikalien und 
Reagenzien sind bei den jeweiligen Methoden gesondert aufgeführt.  
 
Agarose Seakem ME   Biozym, Hess. Oldendorf 
Bromphenolblau    Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid    BioRad, Hercules (CA/USA) 
 
2.1.3 Sonstige Materialien  
 
Mikropipetten 20, 100 und 1000µl Eppendorf, Hamburg:  
Modell Research 
96er Mikrotitrierplatten   Nunc GmbH, Wiesbaden  
QIAquick PCR Purification Kit  Qiagen GmbH, Hilden  
 
2.2 Bioreagenzien 
 
dNTP – Mix     peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
1 kb DNA –  Ladder   Invitrogen GmbH, Karlsruhe 
Restriktionsenzym HhaI    New England Biolabs GmbH,  
Frankfurt am Main  
Taq DNA Polymerase    peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
 
2.3 Medien   
 
LB –  Flüssigmedium: 
Trypton   1% (w/v) 
Hefeextrakt   0,5% (w/v) 
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NaCl    1% (w/v) 
Der pH –  Wert wurde mit 10 M NaOH auf 7,5 eingestellt. 
 
Sorbit –  MacConkey – Agar (SMAC): 
Pepton   2% (w/v) 
Sorbit    1% (w/v) 
Gallensalze Nr.3  0,15% (w/v) 
Natriumchlorid  0,5% (w/v) 
Neutralrot   0,003% (w/v) 
Kristallviolett   0,0001% (w/v) 
Agar    1,5% (w/v) 
Der pH – Wert des Mediums lag bei 7,2. 
 
2.4 Bakterienstämme 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 22 EHEC O111 – Stämme 
untersucht. Sie wurden aus Stuhlproben von Patienten mit Enteritiden, 
hämolytisch – urämischen Syndrom und asymptomatischen Trägern isoliert und 
von Herrn Professor Karch zur Verfügung gestellt (Tabelle 1). Dazu kommen 
als E. coli Referenzstämme Ap320c (O2:H8) und Bi7455–41 (O43:H2). Die 
Stämme wurden aus den Stammkulturen auf Sorbit – MacConkey – Agar 
ausgestrichen. Die Aufbewahrung erfolgte bei 4°C. 
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Tabelle 1: Charakteristika der verwendeten EHEC O111 – Stämme 
 
Stamm – Nummer Klinik 
6037/96 HUS 
3997/98 HUS 
3385/00 HUS 
2516/00 HUS 
1187/00 HUS 
4725/00 HUS 
6366/97 HUS 
0002/86 HUS 
1639/77 unbekannt 
ED82/98 unbekannt 
ED47 unbekannt 
5380/96 Enteritis 
5727/96 Enteritis 
5721/96 Enteritis 
3732/97 Enteritis 
4796/97 asymptomatisch 
4794/97 asymptomatisch 
4791/97 asymptomatisch 
5556/97 Enteritis 
3648/98 Enteritis 
4556/99 unbekannt 
4417/96 HUS 
 
 
2.5 Methoden 
 
2.5.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
  
Um das Vorhandensein eines Gens im Genom eines Stammes nachzuweisen, 
wurden verschiedene PCR – Verfahren durchgeführt. Dabei ist von folgendem 
Standardansatz ausgegangen worden. Als DNA Template wurde die 
Suspension einer einzelnen, auf einem Nährboden frisch angezüchteten 
Kolonie in 50 µl 0,9%iger Saline eingesetzt. Für eine Reaktion wurden in ein  
0,2 µl PCR – Reaktionsgefäß folgende Reagenzien pipettiert: 
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Gesamtansatz Mastermix: 50µl 
10x Reaktionspuffer Y(peqlab)      5 µl 
5x Enhancer Solution P(peqlab)      10 µl 
dNTP – Mix (10mM Stammlösung, peqlab)    1 µl 
Upstream Primer (aus 30mM Stammlösung, Sigma – ARK)  1 µl 
Downstream Primer (aus 30mM Stammlösung, Sigma – ARK) 1 µl 
Taq DNA Polymerase unverdünnt (250 units/µl) (peqlab)  0,25 µl 
DNA – Template: 
Bakteriensuspension       5 µl 
Aqua dest.           auf 50 µl auffüllen. 
 
Die PCR – Primer und PCR – Bedingungen sind in Tabelle 2 
zusammengefasst. 
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Tabelle 2: Übersicht über die verwendeten Oligonukleotid – Primerpaare mit Angabe des nachzuweisenden Gens, der 
Primerbezeichnung, der Sequenz, der Länge des Amplifikats und der Literaturquelle 
  
Primer – 
Bezeichnung
Sequenz (5' – 3') Gen Bedingungen für die 
PCR – Reaktionen 
Größe des 
Amplifikats
[bp] 
Literatur- 
quelle 
   Denaturierung Anlagerung Extension   
KS7 CCC GGA TCC ATG AAA AAA ACA TTA TTA ATA GC stx1 94°C, 30 s 52°C, 60 s 72°C, 40 s 258 35 
KS8 CCC GAA TTC AGC TAT GAG TCA ACG       
GK3 ATG AAG AAG ATG TTT ATG stx2 stx2c 94°C, 30 s 52°C, 60 s 72°C, 40 s 260 35 
GK4 TCA GTC ATT ATT AAA CTG       
HlyA1 GGT GCA GCA GAA AAA GTT GTA G EHEC – hlyA 94°C, 30 s 57°C, 60 s 72°C, 90 s 1550 101 
HlyA4 TCT CGC CTG ATA GTG TTT GGT A       
SK1 CCC GAA TTC GGC ACA AGC ATA AGC eae 94°C, 30 s 52°C, 60 s 72°C, 60 s 863 102 
SK2 CCC GGA TCC GTC TCG CCA GTA TTC G       
fliC 1 CAA GTC ATT AAT ACM AAC AGC C fliC 94°C, 30 s 53°C, 60 s 72°C, 120 s  900 – 2600 107 
fliC 2 GAC ATR TTR GAV ACT TCS GT       
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2.5.2 Restriktionsanalyse zur Bestimmung des fliC – Genotyps 
 
Die Differenzierung der verschiedenen fliC – Genotypvarianten erfolgte mittels 
Restriktionsverdau. Hierzu wurden die PCR – Amplifikate durch die 
Restriktionsendonuklease HhaI geschnitten. Zur Spaltung der Amplifikate 
wurden jeweils 15 µl extrahierte DNA mit 1 µl HhaI und 2 µl des zugehörigen 
Reaktionspuffers in Gegenwart von 2 µl 10 – fach konzentriertem BSA in einem 
Gesamtvolumen von 20 µl verdaut.  
 
Der Ansatz wurde nach kurzem Zentrifugieren für 2 Stunden bei 37°C inkubiert. 
Dann erfolgte der Auftrag auf ein 2% iges Agarosegel in einer 
Elektrophoresekammer.  
 
2.5.3 Gelelektrophorese 
 
Die PCR – Amplifikate wurden vor der Restriktionsspaltung mittels 
Elektrophorese hinsichtlich Qualität und Quantität kontrolliert, wofür Gele mit 
1,5% bzw. 2% Agarose hergestellt wurden. Die jeweilige Menge an Agarose 
wurde in 0,5fachem TBE – Puffer aufgekocht und gegossen. Die zu 
kontrollierenden Ansätze wurden mit 10facher DNA – Probenpuffer versetzt und 
in die Geltasche pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 
1,5 V/cm2 Gel durchgeführt. 
 
10x TBE – Puffer: 
Tris Ultra    0,89 M  
Borsäure    0,89 M 
EDTA     25 mM 
 
DNA – Probenpuffer (10fach): 
Bromphenolblau   0,1% (w/v) 
Xylencyanol    0,1% (w/v) 
EDTA     25 mM 
Glycerin    50% (w/v) 
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2.5.4 Färbung der DNA 
 
Nach dem Erreichen der gewünschten Wanderungsstrecken, die anhand 
mitwandernder Farbstoffe des Ladepuffers abgeschätzt wurden, wurde das Gel 
entnommen und für 20 – 30 Minuten in eine Färbelösung (Ethidiumbromid) 
gelegt. Überschüssiger Farbstoff wurde durch Waschen in Aqua dest. für 10 
Minuten entfernt. Anschließend wurden die entstandenen Komplexe aus 
Ethidiumbromid und DNA als fluoreszierende Banden sichtbar gemacht und 
fotografisch dokumentiert. 
 
2.5.5 Herstellung von PCR – Produkten für die Sequenzierung 
 
Die fliC – Gene der zwei EHEC O111 – Stämme (Stamm – Nummer: 3385/00 
und 5721/96) wurden mit Hilfe der in der Tabelle 3 aufgeführten Primer 
amplifiziert. Danach wurden die PCR – Produkte mittels des QIAquick PCR 
Purification Kits (Qiagen GmbH, Hilden) nach Angaben des Herstellers 
gereinigt. 
 
2.5.6 DNA – Sequenzierung 
 
Zur Sequenzierung wurde der ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing 
Kit eingesetzt. Er enthält folgende Komponenten:  
Terminator – Prämix: 
Dye – Terminatoren (A, C, G, T)    
dATP, dCTP, dTTP, dITP    
Tris/HCl pH 9,0  
MgCl2    
thermostabile Pyrophosphatase   
Taq DNA Polymerase  
 
2.5.7 Analyse der Sequenzen 
Die Sequenzanalysen wurde mit der DNAsis – Software (Version 2.0, Hitachi – 
Software) und dem Internetprogramm NCBI Blast durchgeführt. 
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Tabelle 3: PCR – Primer zur Sequenzanalyse von fliC – Genen 
 
Primer 
Primer – Sequenz  
(5' – 3') 
PCR – Bedingungen 
  Denaturierung Anlagerung Extension 
fliC CAA GTC ATT AAT ACM AAC AGC C 94°C, 30 s 
53°C, 60 s, 
30 Zyklen 72°C, 120 s
fliC2 GAC ATR TTR GAV ACT TCS GT 94°C, 30 s 
53°C, 60 s 
30 Zyklen 72°C, 120 s
NW-
H8-1 
GGT TGG TGC TAA 
TGA TGG TG 96°C, 10 s 
57°C, 15 s 
24 Zyklen 60°C, 4 min
NW-
H8-2 
AGA AAG TTC ACG 
AAT ACG C 96°C, 10 s 
51°C, 15 s 
24 Zyklen 60°C, 4 min
NW-
H8-3 
TTG CGG CTT TAT TTT 
CCA C 96°C, 10 s 
57°C, 15 s 
24 Zyklen 60°C, 4 min
NW-
H8-4 
AAT CTA CCA CCA 
ACC CGC TC 96°C, 10 s 
60°C, 15 s 
24 Zyklen 60°C, 4 min
NW-
H2-1 
AAA CGA CGG CGA 
AAC AAT 96°C, 10 s 
56°C, 15 s 
24 Zyklen 60°C, 4 min
NW-
H2-3 
AAA CGA CGG CGA 
AAC AAT 96°C, 10 s 
54°C, 15 s 
24 Zyklen 60°C, 4 min
NW-
H2-4 
GAT GAC GGT AAA 
CAG TAT GC 96°C, 10 s 
51°C, 15 s 
24 Zyklen 60°C, 4 min
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3. Ergebnisteil 
 
3.1 Phänotypische Charakterisierungen der EHEC O111  
 
3.1.1 Wachstum von EHEC O111 – Isolaten auf Sorbit – MacConkey – Agar 
(SMAC) 
 
Zunächst wurde das Wachstumsverhalten von 22 EHEC O111 – Stämmen auf 
Sorbit – MacConkey – Agar (SMAC) und Enterohämolysin – Agar überprüft. 
Hierbei zeigte sich, dass 18 EHEC O111 – Stämme den Zuckeralkohol Sorbit 
fermentierten. Die restlichen vier EHEC O111 – Stämme (Stamm – Nummer: 
0002/86, 1639/77, ED82/98 und ED47) wurden als nicht – Sorbit fermentierend 
gekennzeichnet (Tabelle 4). 
 
3.1.2 Überprüfung der Hämolysinbildung auf Enterohämolysin – Agar 
 
Bis auf eine Ausnahme (Stamm – Nummer: 1639/77) verursachten die EHEC 
O111 – Stämme auf Enterohämolysin – Agar eine Hämolyse, die durch kleine 
trübe Hämolysehöfe gekennzeichnet war (Tabelle 4).  
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Tabelle 4:  Hämolytischer Phänotyp und Sorbit – Fermentation von  
EHEC O111  – Stämmen      
 
Stamm – Nummer Enterohämolytischer Phänotyp Sorbit – Fermentation 
6037/96 + + 
3997/98 + + 
3385/00 + + 
2516/00 + + 
1187/00 + + 
4725/00 + + 
6366/97 + + 
0002/86 + - 
1639/77 - - 
ED82/98 + - 
ED47 + - 
5380/96 + + 
5727/96 + + 
5721/96 + + 
3732/97 + + 
4796/97 + + 
4794/97 + + 
4791/97 + + 
5556/97 + + 
3648/98 + + 
4556/99 + + 
4417/96 + + 
 
+ = Hämolyse bzw. Sorbit – Fermentation innerhalb von 24 Std. 
– = keine Hämolyse bzw. Sorbit – Fermentation. 
 
3.2 Genotypische Charakterisierung der EHEC O111  
 
Die Ergebnisse der PCR – Analysen zum Nachweis potentieller Virulenzgene 
sind in der Tabelle 5 zusammengefasst und werden im Folgenden weiter 
erläutert.  
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Tabelle 5:   PCR – Analysen von EHEC O111 – Stämmen zum Nachweis 
potentieller Virulenzgene 
 
  Genotyp
Stamm - Serotyp stx1 stx2 stx2c eae EHEC - hlyA fliC
Nummer (Objektträger-
Agglutination)
6037/96 O111:H¯ + + - + + H8
3997/98 O111:H¯ + + - + + H8
3385/00 O111:H¯ + + - + + H8
2516/00 O111:H¯ + + - + + H8
1187/00 O111:H¯ + + - - + H8
4725/00 O111:H¯ + + - + + H8
6366/97 O111:H¯ + + - + + H8
0002/86 O111:H¯ + - - + + H8
1639/77 O111:H¯ + - - + - H8
ED82/98 O111:H¯ + - - + + H8
ED47 O111:H¯ + - - - + H8
5380/96 O111:H¯ + - - + + H8
5727/96 O111:H2 + - - + + H8
5721/96 O111:H2 + - - + + H8
3732/97 O111:H¯ + - - + + H8
4796/97 O111:H¯ + - - + + H8
4794/97 O111:H¯ + - - + + H8
4791/97 O111:H¯ + - - + + H8
5556/97 O111:H¯ + - - + + H8
3648/98 O111:H¯ + - - + + H8
4556/99 O111:H¯ + - - + + H8
4417/96 O111:H¯ + - - + + H8
EHEC O111  – Stämme
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3.2.1 Nachweis und Typisierung der fliC – Gene von EHEC O111  
 
Da 20 der 22 EHEC O111 – Stämme unbeweglich waren, wurde überprüft, ob 
das für das H – Antigen kodierende fliC – Gen vorhanden war. Für die 
Einordnung von unbeweglichen EHEC O111 – Isolaten konnte die auf der 
Restriktionsenzymanalyse und DNA – Sequenz basierende fliC – Typisierung 
erfolgreich durchgeführt werden. Hierzu wurden die Primer fliC1 und fliC2 
verwendet (Tabelle 2). Die Spaltung in vier nahezu identische DNA – 
Fragmente der fliC – Amplifikationsprodukte erfolgte durch die 
Restriktionsendonuklease HhaI (Abbildung 1 und 2). Die fliC – Analysen mit den 
beiden E. coli Referenzstämmen Ap320c (O2:H8) und Bi7455–41 (O43:H2) 
ergaben eindeutig unterschiedliche Restriktionsmuster.  Der E. coli 
Referenzstamm Ap320c hingegen zeigte ein identisches Restriktionsmuster wie 
die hier untersuchten 22 EHEC O111. Aufgrund des typischen HhaI –  
Restriktionsmusters und der Nukleotidsequenz der fliC – Amplifikate konnten 
alle EHEC O111 dem H8 – Genotyp zugeordnet werden. Dies deutet darauf 
hin, dass alle 22 untersuchten EHEC O111 – Stämme das für das H8 – Antigen 
kodierende fliC – Gen beherben (Abbildung 1 und 2).  
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bp             M           1         2         3          4         5         6          7        8         M 
 
 2036  
 1636  
 1018  
  
 
  517  
 
  344  
 
  220  
  154  
 
 
Abbildung 1: Agarosegelelektrophorese der Amplifikate (Spur 1 – 4). 
Restriktionsenzymanalyse (Spur 5 – 8) von fliC – Genen aus EHEC O111.  
Spuren: M=1kb DNA-Marker, 1=6366/97, 2=2516/00, 3=5721/96, 4=3385/00, 5=6366/97, 
6=2516/00, 7=5721/96, 8=3385/00. 
 
 
 
 
 
bp               M         1          2         3         4        5          6        7         8         9 
  
  2036  
  1636  
 
  1018  
 
 
    517  
 
    344  
 
    220  
 
    154  
 
 
 
 
Abbildung 2: Agarosegelelektrophorese der Restriktionsenzymanalyse (Spur 1 – 9) von 
fliC – Genen aus EHEC O111.    
Spuren: M=1kb DNA-Marker, 1=6037/96,  2=3997/98, 3=1639/77, 4=3732/97, 5=5556/97, 
6=4417/96, 7=4791/97,  8=5727/96, 9=ED47. 
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3.2.2 Nachweis der stx – Gene bei  EHEC O111  
Zum Nachweis der stx – Gene wurde eine PCR – Analyse unter Verwendung 
der Primerpaare KS7 –  KS8 und GK3 – GK4 durchgeführt. Die Ergebnisse sind 
in der Tabelle 2 dargestellt. Weitere Untersuchungen ergaben, dass alle 22 
EHEC O111 – Stämme das stx1 – Gen besitzen (Abbildung 3). Dies lag 
entweder alleine (15 Stämme)  oder zusammen mit dem stx2 – Gen (7 
Stämme) vor (Abbildung 4). Bei allen 22 EHEC O111 –  Isolaten konnten wir 
keine stx2c – Gene nachweisen.  
 
 
  bp             M       1         2        3         4        5         6        7         8        M 
 
   1636  
    1018  
 
      517  
      298  
     
 
 
 
Abbildung 3: Agarosegelelektrophorese zum Nachweis von stx1 – Genen.  
PCR – Amplifikationsprodukte. 
Spuren: M=1kb DNA-Marker, 1=6037/96, 2=3385/00, 3=2516/00, 4=0002/86, 5=5721/96, 
6=4794/97, 7=4791/97, 8=6366/97. 
 
 
 
 
bp               M        1          2        3         4         5         6        7        8        M   
     600  
     
 
         200    
          
       
 
 
 
 
Abbildung 4: Agarosegelelektrophorese der stx2 – Gene.  
PCR – Amplifikationsprodukte. 
Spuren: M=100bp DNA-Marker, 1=6037/96, 2=3385/00, 3=1187/00, 4=6366/97, 5=5721/96,  
6=4794/97, 7=5556/97, 8=4556/99. 
 
 
 
 
20 
3.2.3 Vorkommen der eae – Gene bei EHEC O111 
 
Um zu überprüfen ob und wie häufig das eae – Gen bei den EHEC O111 – 
Stämmen vorkommt, wurde eine PCR mit den Primern SK1 und SK2 
durchgeführt (Tabelle 2). Das Intimin – kodierende eae – Gen wurde bei 20 der 
22 EHEC O111 – Stämmen nachgewiesen (Abbildung 5). Bei 2 Stämmen 
(Stamm – Nummer: 1187/00 und ED47) konnten wir kein eae – Gen 
identifizieren. 
 
bp       M        1          2         3          4        5         6         7        8     
      
   1636  
 
   1018    
 
     517  
 
 
Abbildung 5: Agarosegelelektrophorese der eae  – Gene.  
PCR – Amplifikationsprodukte. 
Spuren: M=1kb DNA-Marker, 1=3385/00, 2=2516/00, 3=4725/00, 4=5721/96, 5=5727/96,  
6=4794/97, 7=3648/98, 8=4556/99.  
 
3.2.4 Nachweis der EHEC – hlyA – Gene bei EHEC O111 
 
Das für den enterohämolytischen Phänotyp verantwortliche EHEC – hlyA – Gen 
konnte bei 21 der 22 untersuchten EHEC O111 – Stämmen nachgewiesen 
werden (Tabelle 2). Lediglich bei einem  Isolat (Stamm – Nummer: 1639/77) 
konnten wir das EHEC – hlyA – Gen nicht nachweisen (Abbildung 6). 
 
            1           2           3         4          5          6         7          8          M          bp 
 
                        1636 
              1018 
                                                                                                  517 
     517     
 
Abbildung 6: Amplifikation mit EHEC – hlyA – spezifischen Primern. 
Spuren: M=1kb DNA-Marker, 1=6037/96, 2=2516/00, 3=4725/00, 4=5380/96, 5=5721/96,  
6=4794/97, 7=5556/97, 8=4556/99. 
 
3.3 Nukleotidsequenzanalyse von fliC – kodierenden Genen 
21 
 
Von zwei EHEC O111 – Stämmen (Stamm – Nummer: 3385/00 und 5721/96) 
wurde die Nukleotidsequenz der fliC – Gene ermittelt. Die 
Restriktionsendonuklease HhaI schnitt die Aminosäuresequenzen an elf 
verschiedenen Stellen (Tabelle 6  und Abb. 7). 
Beim Vergleich der Aminosäuresequenzen der 2 untersuchten fliC – 
gentragenden EHEC O111 – Stämme mit der Aminosäuresequenz des E. coli 
Referenzstammes af517661 ergab sich eine Homologie von 98,2% (Tabelle 7).  
Die Ursache für die bei der Mehrzahl der Stämme beobachtete Unbeweglichkeit 
konnte durch die Nukleotidsequenzanalyse des fliC – Gens nicht geklärt 
werden. Aus den vorliegenden Sequenzen ergaben sich keine Hinweise auf 
Deletionen oder Stop – Codons.  
 
Tabelle 6: Schnittstellen und Fragmentgrößen des fliC – Gens nach 
Verdau  mit der Restriktionsendonuklease HhaI.  
        (Analysiert wurden die EHEC O111 – Stämme  5721/96 und 3385/00) 
 
Schnittstellen  [bp] Fragmentgrößen [bp] 
103 103 
207 104 
225 18 
514 289 
516 2 
619 103 
658 39 
805 147 
904 99 
1048 144 
1066 18 
1371 305 
 
3.4 Datenbankeintrag 
 
Die ermittelten Nukleotidsequenzen der fliC – Gene der EHEC O111  (Stamm – 
Nummer: 5721/96 und 3385/00) sind bei der EMBL Datenbank eingegangen 
und wurden unter den Nummern (accession numbers) AJ567918 bzw. 
AJ567919   gespeichert.  
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Abbildung 7: Schnittstellen und Fragmentgrößen  vom fliC – Gen mit der Restriktionsendonuklease HhaI  von 
O111:H8 – Isolaten (Stamm – Nummer: 5721/96 und 3385/00). 
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Tabelle 7: Vergleich der Aminosäuresequenzen von fliC  – Gen –  tragenden EHEC O111:H8 – Stämmen 5721/96 und 
3385/00 mit den Aminosäuresequenzen des E. coli Referenzstamms af517661. 
  
  
1    10    20    30   40  50      60     70    80      90 
af517661 SQSSLTSAIE RLSSGLRINS AKDDAAGQAI ANRFTANIKG LTQASRNAND GISVAQTTEG ALNEINNNLQ RIRELSVQAT NGTNSDSDLS 
5721/96 -----S---- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
3385/00 -----S---- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
   100        110    120   130       140      150     160    170   180 
af517661 SIQAEITQRL EEIDRVSEQT QFNGVKVLAE NNEMKIQVGA NDGETITINL AKIDAKTLGL DGFNINGAQK ATGSDLISKF KATGTDNYDV 
5721/96 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- -----D---- ---------- ---------- 
3385/00 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- -----D---- ---------- ----------
      190   200         210        220       230      240     250        260     270 
af517661 GGKTYTVNVE SGAVKNDANK DVFVSAADGS LTTSSDTKVS GESIDATELA KLAIKLADKG SIEYKGITFT NNTGAELDAN GKGVLTANID 
5721/96 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
3385/00 ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
      280   290         300   310       320      330     340    350   360 
af517661 GQDVQFTIDS DAPTGAGATI TTDTAVYKNS AGQFTTTKVE NKAATLSDLD LNAAKKTGST LVVNGATYNV SADGKTVTDT TPGAPKVMYL 
5721/96 ---------- N--------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
3385/00 ---------- N--------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- 
   370   380    390   400       410      420     430    440  443 
af517661 SKSEGGSPNL VNEDAAKSLQ FTTNPLETID KALAKVDNLR SGLGAVQNRF DFAITNLGNT VNNLFSARSR IEDADYATEV SNM 
5721/96 --------I- ---------- S--------- ---------- -D-------- -S-------- ----S----- ---------- --- 8 98,2% 
3385/00     --------I- ---------- S--------- ---------- -D-------- -S-------- ----S----- ---------- --- 8 98,2% 
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4. Diskussion 
 
Enterohämorrhagische Escherichia coli (EHEC) gehören zu den 
darmpathogenen E. coli, die eine hämorrhagische Colitis und das sich 
extraintestinal manifestierende hämolytisch – urämische Syndrom (HUS) 
hervorrufen können. Meist werden die Erreger über kontaminierte Lebensmittel 
aufgenommen (6, 20, 29, 58). Die klinisch bedeutsamen lebensbedrohlichen 
Syndrome der EHEC – Infektionen werden meistens durch wenige 
hochpathogene Varianten hervorgerufen, u.a. durch EHEC O157:H7/H¯,  
O26:H11/H¯, O103:H2/H¯, O111:H8/H¯ und O145:H25/H28/H¯ (58). Ziel der 
Arbeit war es, die für die Darmpathogenität von EHEC O111 ursächlichen 
Virulenzfaktoren zu identifizieren und die Populationsstruktur dieser 
Krankheitserreger zu analysieren.  
 
Unsere Ergebnisse zeigen, dass EHEC O111 – Stämme ein komplexes 
Virulenzspektrum aufweisen. Dabei konnten wir mehrere an der Virulenz von 
EHEC O111 beteiligten Gene identifizieren, die bei apathogenen oder wenig 
virulenten EHEC – Stämmen nicht vorkommen. Hierzu gehören die für die Stx – 
kodierenden stx1 – und stx2 – Gene, das für das Intimin – kodierende eae – 
Gen und das EHEC – hlyA – Gen. Damit besitzen EHEC O111 – Stämme 
neben den Stx noch weitere potentielle Pathogenitätsfaktoren. Das einheitliche 
Vorkommen eines für das H8 – Antigen kodierenden fliC – Gens spricht für eine 
klonale Populationsstruktur. Die Ursache für die bei der Mehrzahl der Stämme 
beobachtete Unbeweglichkeit konnte durch die Nukleotidsequenzanalyse des 
fliC – Gens nicht geklärt werden. Wir fanden keine Hinweise auf Deletionen 
oder Stop – Codons innerhalb des fliC - Gens. Bei unbeweglichen EHEC O157 
– Isolaten wird die Unbeweglichkeit auf eine 12 bp große Deletion zurückgeführt 
(82). 
 
Die meisten EHEC Stämme können mit den üblichen kulturellen Verfahren der 
Stuhldiagnostik nicht erfasst werden (54, 57, 58, 60, 73, 74, 96, 119, 122). Als 
einzige Ausnahme gelten bisher nur die kulturellen Verfahren zur Erkennung 
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des EHEC Serotyps O157:H7, die keine Säure aus Sorbit und keine ß – D – 
Glucuronsäure bilden und somit auf bestimmten Selektivnährmedien 
charakteristisch gefärbte Kolonien bilden. Sorbit – positive EHEC O157:H- und 
zahlreiche andere EHEC – Serovare können durch kulturelle Verfahren nicht 
erfasst werden (58, 60, 63). Aufgrund ihrer Sorbit – Fermentation gilt dies auch 
für die Mehrzahl der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten EHEC O111.  
 
Bei allen untersuchten 22 EHEC O111 – Stämmen ließ sich das stx1 – Gen 
nachweisen. Dies ist eine Besonderheit, denn bei der Mehrzahl der EHEC 
anderer Serovare dominiert das stx2 – Gen (35).  Zur Stx2 – Familie zählen das 
klassische Stx2 sowie die als Stx2c, Stx2d, Stx2e und Stx2f bezeichnete 
Varianten, wobei von letzteren nur Stx2c und Stx2d in humanpathogenen E. coli 
– Stämmen gefunden wurden (35). EHEC können mehr als einen Toxintyp 
beherbergen (35, 36, 39). Auch bei sieben der hier untersuchten 22 EHEC 
O111 wurden neben dem stx1 – auch stx2 – Gene nachgewiesen. Die 
Strukturgene für stx1 und stx2  liegen im Genom temperenter, lambdoider 
Bakteriophagen. Die dadurch bedingte Mobilität der stx – Gene bietet eine 
mögliche Erklärung für dieses Phänomen. Wir vermuten, dass ein stx1 – Gen – 
tragender EHEC O111 – Stamm im Verlauf seiner Evolution zusätzlich von 
einem stx2 – Gen – kodierenden Bakteriophagen transduziert wurde, so dass in 
derartigen Stämmen zwei verschiedene stx – Gene vorliegen.  Diese 
Hypothese muss allerdings durch weitere Versuche abgesichert werden, bei 
denen auch die Stx – flankierenden Bereiche analysiert werden sollten. 
Hierdurch könnte geklärt werden, ob die stx – Gene im Genom von 
Bakteriophagen lokalisiert sind.   
 
Für epidemiologische Untersuchungen zum Vorkommen und zur Häufigkeit der 
verschiedenen EHEC ist die Serotypie ein unverzichtbares Element. Allerdings 
gibt es bei der Spezies E. coli eine große biologische Vielfalt an Serotypen. 
Derzeit sind die O – Antigene 1 – 181 und die H – Antigene 1 – 56 bekannt. Ein 
weiterer Nachteil der herkömmlichen H – Typisierung ist das Auftreten von 
Kreuzreaktionen zwischen bestimmten H – Antigenen, die gemeinsame Epitope 
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teilen. Außerdem sind zahlreiche EHEC – Isolate aufgrund ihrer 
Unbeweglichkeit nicht mit H – Seren zu typisieren. Dies macht die Ermittlung 
ihrer H – Antigene unmöglich. Kürzlich wurde eine neue Methode entwickelt die 
auf einer PCR – Amplifikation des fliC – Gens und einer sich anschließenden 
Restriktionsenzymanalyse beruht (33, 82, 107, 123). Für die Einordnung von 
unbeweglichen EHEC O111 – Isolaten konnte die auf der 
Restriktionsenzymanalyse und DNA – Sequenz basierende fliC – Typisierung 
erfolgreich durchgeführt werden. Alle unbeweglichen EHEC O111 – Stämme 
besaßen das für das H8 – Antigen  kodierende fliC – Gen. Ein großer Vorteil 
der fliC – Genotypisierung liegt in einem geringen Zeitaufwand. Aus der 
Sequenzanalyse konnten allerdings keine Hinweise für die Unbeweglichkeit der 
Stämme abgeleitet werden. Allerdings sind für die Synthese der kompletten 
Flagellen weitere Gene erforderlich, die hier nicht analysiert wurden.  Der 
komplexe Prozess der Flagellensynthese wird darüber hinaus auch auf der 
Regulationsebene von zahlreichen bakteriellen Determinanten und 
Umwelteinflüssen beeinflusst.   
 
Zu einer wirkungsvollen Bekämpfung der EHEC – Erkrankungen gehören die 
sorgfältige Überwachung der epidemiologischen Situation und die Intervention 
bei der Übertragung der Erreger (32, 41, 67, 88, 97, 108, 116). Bisher haben 
nur wenige Länder ein Instrumentarium geschaffen, mit dem sich die 
Verbreitung von EHEC verfolgen lässt. Ein maßgeblicher Grund hierfür ist, dass 
bei der Diagnostik von EHEC – Erkrankungen nach wie vor grundsätzliche 
Probleme bestehen. In Deutschland ist gemäß §§ 6 und 7 
Infektionsschutzgesetz (IfSG) das enteropathische HUS und der Nachweis von 
EHEC meldepflichtig.  
 
Der Nachweis von EHEC erfolgt entweder über die Stx – Bildung oder 
molekularbiologisch durch den Nachweis der stx – Gene (58). Die EHEC 
Labordiagnostik erfolgt in drei Stufen (58). In der ersten Stufe erfolgt das 
Screening mittels kommerziell erhältlichen Selektivnährmedien und eines 
Enzymimmunoassay (EIA), der aus einer Anreicherungskultur durchgeführt 
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werden sollte. Der Toxinnachweis im EIA bedarf aber zur Bestätigungstests der 
anschließenden Isolierung und Charakterisierung des Isolats mit erneutem 
Nachweis seiner Toxinbildung (zweite Stufe). Mit der Stx – Kolonien – Blot – 
Hybridisierung steht ein leistungsfähiger Serovar – unabhängiger Test zur 
Isolierung der EHEC kommerziell zur Verfügung. Hierbei werden Stx – positive 
Kolonien mittels monoklonaler Antikörper, die Stx – spezifisch sind,  aus einem 
heterogenen Keimgemisch identifiziert. In der dritten Stufe erfolgt die 
Typisierung der Erregerisolate für epidemiologische Zwecke, insbesondere für 
die Surveillance von EHEC – Infektionen. Bei dieser Feintypisierung der EHEC 
– Isolate sollte neben der Serotypie auch der Nachweis von Virulenzgenen 
(eae, EHEC – hlyA) erfolgen.  
 
Aufgrund des Fehlens einer kausalen Therapie des HUS, der hohen Virulenz 
und der damit verbundenen hohen Letalität der EHEC, ist das Finden eines 
Erregerreservoirs und das Aufklären von Infektketten von hoher 
gesundheitspolitischer Relevanz. Nur auf dieser Grundlage sind präventive 
Maßnahmen bzw. Interventionen möglich. 
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